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OPFINDELSENS OMRADE

Opfindelsen angar en fremgangsmade til vfremst'illing af et immobiliseret

enzympraeparat til anvendelse i et overvejende organisk me;!ie-. der er i alt
vaesentligt -frit for ubundet vand; og anvendelse af det immobiliserede
enzympreeparat til organisk synté€e.”

- OPFINDELSENS BAGGRUND

Det er kendt, at immobiliserede enzymer anvendes til organisk syntese.

De mest almindeligt immobiliserede enzymer er lipaser, der anvendes til
esterificeringsreaktioner i overvejende organiske medier, der er i alt vaesentligt
frit for ubundet vand. '

I EP 140 542 B2 beskrives en proces, hvor et enzymholdigt vaeskeformigt stof
bringes i kontakt med et baerestof af svag anionbytterharpiks ved at dispergere
baerestoffet i det vaeskeformige stof og opblande ved ommrihg med en
magnetomrerer, hvorved e nzymet i mmobiliseres p & b serestoffet. immobilise-
ringen efterfelges derefter af vakuumterring af enzym-baerestoffet.

I WO 9522606 beskrives en proces, hvor et enzymholdigt veeskeformigt stof
bringes i kontakt med bazerestof af pores silica ved at sprojteforsteve det
vaeskeformige stof ud pa beerestoffet i et blandeapparat efterfulgt af teming
natten over ved omgivelsemes temperatur.

| industrielle immobiliseringsprocesser, der er beskrevet i faglitteraturen,
anbringes beerestoffet eller stettematerialet i en kolonneformet adsorptions-
beholder, og en ‘enzymholdig vaeske recirkuleres, indtil der er opnaet
tilstraekkelig édsorption af enzymet pa bazerestoffet. Efter adsorptionétrinet
temmes kolonnen ved manuelt at skovlie enzym-beerestofproduktet over i
bakker. Produktet tammes derpa ved at anbringe bakkeme under vakuum ved
stuetemperatur i et tidsrum pa 14-16 timer. -

| WO 94/26883 beskrives en proces til fremstilling af stevfrie enzymgranuler
ved at absorbere enzymet pa et porest materiale, hvilket materiale indeholder
NaCl, natron og silica, og eventuelt coate produktet med et beskyttende ydre
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reaktant (reaktant 2), feks. en alkohol, idet substituenteme R1 og R2"
ombyttes i den nzevnte reaktion. R1 og R2 kan for eksempel veere:

R1 = <(CHa)-C=C~(CH,);-CH,
H H |

R2 = -(CH2)1s-CH3

SAMMENDRAG AF OPFINDELSEN

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer altemative processer til industriel
immobilisering af enzymer, der i signifikant grad foreger kapaciteten og
reducerer arbejdsomkostningeme, ved hjeelp af standard. procesudstyr med
flere anvendelsesmuligheder.

Saledes tilvejebringer opfindelsen_processer til fremstilling af et immobiliseret
enzympreeparat til anvendelse i et overvejende organisk medie, der er i alt
vaesentligt frit for ubundet vand, som i et forste aspekt omfatter:

a) fluidisering af et partikelformigt, porest baerestof i en fluid bed,

b) tilfaring af et enzymholdigt vaeskeformigt medie ved sprejteforstavning ind i
fluid bed'en for séledes at adsorbere enzymet pa baerestoffet, og

c) fiemelse af flygtige komponenter af det vaeskeformige medie fra baerestoffet
i fluid bed'en.

| et andet aspekt omfatter processemne:
a) at bringe et enzymholdigt veeskeformigt medie i kontakt med et
partikelformigt, porest baerestof med en i alt vaesentligt hydrofob overflade for

séledes at adsorbere enzymet p3 baerestoffet, og

b) tilfering af et partikelformigt, hygroskopisk stof, for saledes at undertrykke
agglomerering af baerestoffet,

c) fiemelse af fiygtige komponenter af det veeskeformige medie og det
hygroskopiske stof fra det naevnte produkt i en fluid bed.
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Ix en anden udferelsesform for opfindelsen omfatter baerestofpartikieme et

hydroﬁlt uorgamsk materiale som beskrevet i den farste udferelsesform, der er
coatet med organiske grupper og saledes har en overvejende hydrofob
overflade, f.eks. som beskrevet i JP 09 000 257-A, hvori et syrebehandlet
kaolinbaerestof er coatet med N-phenyl-gamma-aminopropyitrimethoxysilan.
Yderligere beerestoffer er beskrevet i JP 08 126 489-A, hvori et vand-
uopleseligt baerestof er coatet med en polymer, der danner en disulphid-
binding med enzymer. En tredje type baerestoffer er beskrevet i Biotechnology
Techniques vol.” 3 No. 5 345-348, hvori et keramisk bzerestof er coatet med
polyethylenamin, polyethylenimin eller 3-aminopropyitriethoxysilan, idet alle tre
overfladetyper gor det muligt for et enzym at blive kovalent bundet gennem
glut_araldehydkob!ing. |

| en tredje udferelsesform for opfindelsen omfatter baerestofpartiklerne en
organisk polymerharpiks med en overvejende hydrofob overflade. Harpiksen
kan veere en adsorberende harpiks, fortrinsvis et polyacrylat, et polymeth-
acrylat (f.eks. polymethylmethacrylat), polystyren tveerbundet med divinyl-
benzen, polyurethan eller polypropylen, eller harpiksen kan vaere en ionbytter-
harpiks, fortrinsvis en a nionbytterharpiks, f.eks. e n-svagt b asisk a nionbytter-
hamiks. En foretrukket anionbytterharpiks er en Duohtharplks af phenoltype fra
Rohm og Haas.

Endvidere kan beerestoffet v zere fremstillet ud fra regenereret chitosan som
beskrevet i DE 4 429 018-A.

ENZYMET

Det enzym, der ifalge opfindelsen skal immobiliseres, kan vaeret et hvilket som
helst enzym, der er egnet til anvendelse i medier, der er i alt vaesentligt frie for
ubundet vand. De mest almindeligt anvendte enzymer er lipaser, og i en
specifik udferelsesform for opfindelsen kan lipasen vaere afledt fra en stamme
af slegten Humicola (ogsd kendt som Themmomyces), Pseudomonas,
Candida eller Rhizomucor, fortrinsvis arteme H. lanuginosa (ogsa kendt som
Thermomyces lanuginosa som beskrevet i US 4 810 414 og EP 305 216, som
medtages heri ved henvisning), C. anfarctica eller R. miehei.
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i. 1 én udferelsesform for.opfindelsen kan immobiliseringen af enzym pa et
beerestof, derhar eni alt vasentligt hydrofil overfiade, séledes udferes i et
standard blandeudstyr (f.eks. Lédiger, Tyskland), hvor et enzymholdigt
vaskeformigt stof ved sprajteforstbvning’ tifores til det terre porese og
partikelformige beerestof under blanding, f.eks. ved anvendelse af en
forstever, der er forbundet med en pumpe (f.eks. en standard peristaltisk

' Watson-Mariow pumpe).

Det veeskeformige stof ber tilsaettes i sdédanne maengder, at der i alt veesentligt
ikke sker nogen agglomerering af baerestoffet, og sdledes muliggere den
efterfelgende terring af enzym-beerestofprodukiet ved at fluidisere produktet i
et standard fluid bed-udstyr, f.eks. et Uni-Glatt fluid bed-apparat' (Glatt,
Tyskland), og derved fieme flygtige komponenter.

ii. I en anden udferelsesform for opfindelsen kan immobiliseringen af enzym
pa et baerestof, der har en i alt vaesentligt hydrofil overflade, altemativt udferes
i et standard fluid bed-udstyr, f.eks. et Uni-Glatt fluid bed-apparat (Glatt,
Tyskiand), hvor det terre, porese og-partikelformige baerestof fluidiseres og et

‘enzymholdigt veeskeformigt stof ved omgivelsemes temperatur ved
, sprojteforstevning tilferes til det fluidiserede beerestof, f.eks. ved anvendelse af
en forstaver, der er forbundet med en pumpe (f.eks. en standard peristaltisk

Watson-Marlow pumpe). | denne udferelsesform foretages immobilisering og
terring samtidigt.

IMMOBILISERING PA BARESTOFFER MED EN HYDROFOB OVERFLADE

Uden at veere bundet af teorien kan man forestille sig, at immobilisering af
enzym pa baerestoffer, der har en i alt veesentligt hydrofob overflade,
indebaerer adsorption af enzymet p& overfladen. Immobiliseringen kan

"muliggeres ved, at enzymet danner hydrogenbindinger, ionbindinger eller

kovalente bindinger med grupper i overfladen.

iii. | en tredje udferelsesform for opfindelsen kan immobiliseringen af enzym pa -
et baerestof, der har en i alt vaesentligt hydrofob overflade, saledes udfares i et
standard blandeudstyr, hvori et enzymholdigt vaeskeformigt stof tilfares til det
tore, porese og partikelformige bzerestof i en maengde saledes, at der dannes
en pasté eller en opsleemning. Pastaen eller opsiamningen blandes i et
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Endvidere har lufttiifersien en gvre greense, da tiforsien skal vaere tilstreekkelig
til at holde enzym-beerestoffet fluidiseret, men ikke s4 kraftig, at den fordrsager

"blow-off* af enzym-bzerestoffet.

Passende teniperatur_er af den tilferte luft til fiemelse af fiygtige komponenter
vil primeert atheenge af .enzymets'  termiske stabilitet
(inaktiveringstemperaturen). Temperaturen kan vaere 40-90 °C, fortrinsvis 50-
70°C, feks. 60°C. En . hgjere temperatur tilvejebringer  kortere
immobiliserings- og terringstider.

‘Endvidere vil tidsforbruget tit immobilisering og/eller teming af enzym-

baerestoffet, nar udstyr, lufttilfersel og lufttemperatur er fastsat, vaere afheengig
af maengden af enzym-baerestof. Processen til immobilisering/terring kan over-
viges ved at male temperaturen af tilfert og frafert luft. Mens enzym-
baerestoffet er fugtigt, er fraferselstemperaturen lavere end tilferselstempera- -
turen pa grund af varmeabsorbering og fordampning af flygtige komponenter.
Typisk indtreeder en steady-state fordampning under processen til immobilise-
ringterring, hvor fraferselstemperaturen stabiliseres pa en temperatdr, der er
lavere end tilferselstemperaturen, hvilket indikerer, at fordampning af flygtige
komponenter (dvs. varmeabsorbering) sker med en konstant hastighed. Ved
slutningen af processen til immobiliseringtterring begynder frafersels-

temperaturen at stige og naerme sig tilferselstemperaturen, hvilket indikerer, at

varmeabsorberingen er formindsket, og at fugten fra enzym-baerestoffet
séledes er blevet fiemet. Ved anvendelse af en fluid bed til samtidig immo-
bilisering og teming vil tarringsprocessen forega, s lzenge det enzymholdige
vaeskeformige stof bliver sprojteforstavet ind i fluid bed'en, og kan passende
foeenges i 5-30 min efter afslutning af tilferslen af det enzymholdige
vaeskeformige stof.

Et vigtigt aspekt ifelge opfindelsen er, at immobiliseringsprocesseme nemt kan
opskaleres ved at anvende andet, sterre standardudstyr. Saledes kan
omrademe for indstilling af udstyret, der er angivet ovenfor, justeres til at
optimere til storproduktlon
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EKSEMPLER

LIPASE-ASSAY

Den lipolytiske aktivitet kan bestemmes ved anvendelse af tributyrin som
substrat. Denne fremgangsmade er baseret pd hydrolyse af tributyrin af
enzymet, og forbrugt alkali registreres som en funktion af tiden.

En lipaseenhed (LU) defineres som den enzymmeengde, der ved

_standardbetingelser (dvs. ved 30,0 °C; pH 7,0; med gummi arabicum som

emulgeringsmiddel og tributyrin som substrat) frigiver 1 mmol titrerbar
smersyre pr. minut. - -

En folder AF 95/5, der beskriver denne analysemetode mere detaljeret, er
tilgaengelig efter anmodning til Novo Nordisk A/S, Danmark, hvitken folder

medtages heri ved henvisning.

TRANS-ESTERIFICERINGSASSAY

a) 200 mg Trilaurin (Fluka) og 571 mg myristinsyre (8 molaekvivalenter)
myristinsyre (Merck) blev oplost i 20 mi heptan. 3 ml meettet NaCl-oplesning
blev tilsat,'og blandingen blev omrert i en lukket kolbe i 24 timer ved
omgivelsernes temperatur.

b) Det immobiliserede enzym (50 mg) blev vandeekvilibreret i en dissikator
(hermetisk lukket beholder) | 24 h, under anvendelse af gasfaseligevaegt med
en maettet NaCl-oplesning (vandaktivitet = 0,75).

c¢) Til T =0 min blev det vandaekvilibrerede, immobiliserede enzym og substrat
blandet i en lukket kolbe, der blev anbragt i et rystebad ved 40 °C. Ved
anvendelse af en sprojte blev der udtaget 100 pl prever fra den lukkede kolbe
il T=0, 10, 20, 30, 40, 50 og 60 min. Preveme blev fortyndet (1:5 vol:vol) med
en 50/50 (% v/v) blanding af acetone/acetonitril og analyseret pa et HPLC-
system.
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Tyskland) ved anvendelse af en to-vejs forstover i et Uni-Glatt (Glatt,
Tyskland) fluid bed-apparat. Lipaseoplesningen blev pafert gennem en
peristaltisk pumpe (Watson-Marow). Tilferselsluftens iemperawr var 60 '°C, og
produkttemperaturen var 40 °C med en luftstrem pa 100 m*h. Efter immo-
biliseringen var afsluttet, blev produktet terret i yderligere 5 min i fluid bed'en.

Immobiliseringsprocessen blev testet pa interesterificeringsassay’et, der malte
53 % omdannelse efter T=24 h

EKSEMPEL 2

Adsorption af lipase pa silicabaseret baerestof i fluid bed med samtidig
fiernelseffordampning af flygtige vaeskeformige stoffer.

94 g af en oplesning af Humicola lanuginosadipase (693 kLU/mi) fermente-
ringsoplesning blev fortyndet med 100 g demineraliseret vand og
sprbjteforstevet pa 200 g Celite R648 (Manville, USA) i et Uni-Glatt: (Glatt,
Tyskland) fluid bed-apparat ved anvendelse af en to-vejs forstever (jokalit
fremstillet). Lipaseoplesningen blev pafert gennem en peristaltisk pumpe
(Watson-Marlow) (stremningshastighed 238 g/h). Tilferselsiuftens temperatur
og produkttemperaturen var identiske med de i eksempel 1 angivne. Efter
immobiliseringen var afsluttet, blev produktet terret i yderdigere 5 min i fluid
bed'en.

Immobiliseringsprocessen blev testet pa interesterificeringsassay'et, der malte
12 % omdannelse af trilaurin efter T= 24 h

EKSEMPEL 3

Adsorption af lipase p& adsorberende hampiks i et blandeapparat og
efterfolgende torring i fluid bed under anvendelse af Hyper Flow Celite (HFC)
til at lette tarringen.

94 g af en oplesning af Humicola lanuginosa-ipase (693 kLU/ml) blev
fortyndet med 260 g demineraliseret vand. Oplasningen blev tilsat til 250 g
adsorberende harpiks (en makropores med divinylbenzen tvaerbundet
polystyren, Purolite AP 1090; fra Purolite, UK) i et 5 | blandeapparat (Lodiger,
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kaolinbaerestof (BIOFIX SC (500-250), fra ECC, UK) i et Uni-Glatt (Glatt,
Tyskland) fluid bed-apparat under anvendelse af en tovejs-sprojteforstever
(lokalt fremstillet). Lipaseoplesningen blev pafert gennem en -peristaltisk
pumpe (Watson-Marlow)(stremningshastighed 238 g/h). Tilferselsluftens og
produktets temperatur var henholdsvis 50 °C og 30 °C. Efter immobiliseringen
var afsluttet, blev produktet teret i yderigere 5 min i fluid beden
(stremningshastighed 100 m°/h). ’

Immobiliseringsprocessen blev testet pa interesterificeringsassay’et, der malte
34 % omdannelse af trilaurin efter T=24 h
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- 1000 mzlg, en partikelsterrelse pa 200-1000 um, og en hydrofob overflade, for

saledes at adsorbere enzymet pa bzerestoffet, og

b) tifering af et hygroskopisk stof for saledes at undertrykke agglomerering af
b@restoffet ved absorbering af overskydende vaeskeformigt stof, og

¢) fiemelse af flygtige komponenter af det vaeskeformige medie og det

hygroskopiske stof fra produktet i en fluid bed.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvorved det vaeskeformige stof tilferes i en
sadan meengde, at der i alt veesentligt ikke sker nogen agglomerering af
baerestoffet.

4. Fremgangsmade ifglge krav 1, hvorved det uorganiske materiale fra trin (1)
er vaigt fra gruppen bestdende af silicaer, zeolitter, aluminiumoxider og
kaoliner.

5. Fremgangsméde ifelge krav 1, hvorved det uorganiske materiale fra trin (2)
er valgt fra gruppen bestadende af silicaer, zeolitter, aluminiumoxider og
kaoliner, der er coatet med organiske grupper for saledes at tilvejebringe en
hydrofob overflade.

6. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvorved den organiske polymerharpiks fra

- trin (3) er en adsorberende harpiks.

7. Fremgangsmade ifelge krav 6, hvorved den adsorberende harpiks er et
polyacrylat, et polymethacrylat, en med divinylbenzen tvaerbundet polystyren,
en polyurethan eller en polypropylen.

8. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvorved den organiske polymerharpiks fra
trin (3) er en ionbytterharpiks, fortrinsvis en anionbytterharpiks, mest fortrinsvis

en svagt basisk anionbytterharpiks.

9. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvorved det vaeskeformige medie er et
vandigt medie.

10. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvorved enzymet er en lipase.

NZAS-0012481



Fig. 1: Acidolyse
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